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L« invention concerne une sequence d'ADN (acide 
desoxyribonucleique) decrite par SEQ ID N°l, transcrivant 
un ARNm (acide desoxy ribonucleique messager) , lui-meme 
codant pour 1' enzyme OTBC ( Oxydase Terminale associee a 
la Biosynthese des Carotenoides) decrite par SEQ ID N«2, 
ainsi que des vecteurs de transformations de cellule, de 
plante ou fragment de plante, et le precede pour modifier 
la production de carotenoides dans une plante. 

Les carotenoides sont des pigments lipophiles 
synthetises chez les plantes, les champignons et les 
bacteries. Dans les tissus photosynthetiques, les 
carotenoides ont une fonction de pigment accessoire 
d' absorption de la lumiere et surtout de photoprotection 
centre les radicaux libres, tels que l'oxygene singulet. 

Chez les plantes et certains micro-organismes, la 
voie biosynthetique des carotenoides produit des 
carotenes, des xanthophylles et leurs derives. Ces 
composes sont synthetises a partir du phytoene qui est 
modifie par des reactions de deshydrogenation successives 
pour produire du phytofluene, du zeta-carotene, du 
neurosporene puis du lycopene. Le lycopene s'accumule dans 
certain cas, donnant par exemple le pigment rouge de la 
tomate, ou plus generalement se retrouve sous forme 
inodifiee par cyclisation, pour former de 1- alpha- ou du 
beta-carotene. Ces carotenoides cyclises sont les 
precurseurs de la vitamine A, et peuvent s'accumuler ou 
donner, par des reactions d'oxydation, les xanthophylles, 
qui sont des pigments jaunes, roses, oranges ou rouges. 

Les etapes de deshydrogenation successives du 
phytoene sont catalysees chez la plupart des micro- 
organismes par une enzyme unique appelee phytoene 
desaturase CRTI. Chez les plantes et les cyanobacterxes, 
deux enzymes apparentees existent. La premiere, appelee 
phytoene desaturase (PDS) , catalyse la conversion du 
phytoene en phytofluene puis en zeta-carotene. La seconde, 
appelee zeta-carotene desaturase (ZDS), catalyse la 



conversion du zeta-carotene en neurosporene puis en 
lycopene. Chacune de ces reactions de deshydrogenation 
necessite le transfert de deux electrons et deux protons 
du substrat vers un accepteur. Ces reactions de 
5 deshydrogenation necessitent done des enzymes, dites 
structurales, et des cofacteurs, qui sont des 
intermediaires dans les reactions d 'oxydor eductions. 

Les inventeurs de la presente invention ont 
decouvert un nouveau gene codant pour une enzyme appelee 
10 OTBC (Oxydase Terminale associee a la Biosynthese des 
Carotenoides) , impliquee dans la biosynthese des 
carotenoides. II semble que cette enzyme soit placee dans 
les membranes des chloroplastes et soit indispensable au 
bon fonctionnement de la PDS. 
15 Un Premier objet selon 1 ' invention concerne done 

une sequence d'ADN, comprenant au moins une region codante 
constitute par: 

- la sequence nucleotidique representee par SEQ ID 
N° 1, transcrivant un ARNm, cet ARNm codant pour 1' enzyme 
20 OTBC (Oxydase Terminale associee a la Biosynthese des 
Carotenoides) decrite par SEQ ID N°2, 

la sequence nucleotidique modifiee de la 
sequence SEQ ID N°l, telle que decrite ci-dessus, 
particulierement par mutation et/ou addition et/ou 
25 suppression et/ou substitution d'un ou de plusieurs 
nucleotide (s) , cette sequence modifiee transcrivant un 
ARNm lui-roeme codant pour l'OTBC decrite par SEQ ID N»2, 
ou codant pour une proteine modifiee de ladite OTBC, 
ladite proteine modifiee ayant une activite enzymatique 
3 0 equivalente a celle de l'OTBC representee par SEQ ID N°2. 

Le gene codant pour l'OTBC est une double h^lice 
d ' ADN, comprenant des introns et des exons. La sequence 
SEQ ID N°l est le brin complementaire (sans les introns) 
ou ADNc, correspondant au brin d 'ADN transcrivant 1 'ARNm 
35 codant pour l'OTBC. 
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Par activite enzymatique equiva lente, on entend 
que 1« enzyme, bien que pouvant etre modifiee 
structurellement dans certaines de ses parties, est 
neanmoins capable de modifier son substrat. Son activite 
est sensiblement la meme que celle de 1- enzyme native. On 
comprendra que cette enzyme ne peut pas etre modifiee au 
niveau de son site actif. De ce fait, toute modification 
apportee a la sequence native, par addition, suppression 
ou substitution d'un ou plusieurs acides amines, s' entend 
comme engendrant une activite enzymatique equivalente dans 
la mesure ou 1- activite de la proteine native n'est pas 
affectee par ces modifications. 

Un second objet selon 1' invention concerne une 
sequence d'ADN comprenant au moins une region codante 

15 constitute par: 

la sequence nucleotidique complementaire 

representee par SEQ ID N°l, cette sequence transcrivant un 
ARNm anti-sens capable de s'apparier avec 1'ARNm transcrit 
par la sequence complementaire de SEQ ID N« 1, 
20 _ ia sequence nucleotidique modifiee de la 

sequence decrite ci-dessus, par mutation et/ou addition 
et/ou suppression et/ou substitution d'un ou plusieurs 
nucleotide <s), cette sequence modifiee transcrivant un 
ARNm anti-sens capable de s'apparier avec un ARNm 

25 mentionne ci-dessus, 

- un fragment de l'une des sequences 
nucleotidiques mentionnees ci-dessus, ledit fragment 
transcrivant un ARNm anti-sens capable de s'apparier avec 
1'ARNm code par la sequence complementaire de SEQ ID N°l. 

30 par ADN, on peut entendre ADN complementaire (ou 

ADNc), c'est a dire la copie de 1 ' ARNm sous sa forme d'ADN 
grace a 1« action d'une transcriptase inverse. L ' ADNc ne 
comprend pas les introns des sequences d'ADN. 

On entend par " capable de s'apparier" dans la 

35 presente invention, le fait que dans des conditions 
d' hybr idations donnees, les sequences nucleotidxques 



compiementaires s • apparient , L ■ homme du metier connait 
bien, selon les conditions d •hybridation utilisees, quel 
est le pourcentage d'identite que les sequences doivent 
presenter pour qu'un appariemment ou une hybridation 
5 puisse se realiser. Les conditions de stringence pour 
obtenir un appariement de sequences voisines sont par 
exemple une hybridation dans 50% de formamide a 35 °C. Pour 
ce qui concerne les conditions d 'hybridation, on se 
referera notamment a 1« article M Molecular Cloning, a 
10 laboratory manual, second edition, Sambrook, Fritch & 
Maniatis, 1989. Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold 
Spring Harbor, New York, USA 

On entend par w sequence nucleotidique modifiee " 
dans la presente invention, toute sequence nucleotidique 
15 presentant avec la sequence de reference un degre 
d'identite inferieur a 100%. 

Dans un mode de realisation prefer^ selon 
1' invention, les sequences nucleotidiques modifiees selon 
la prSsente invention comprennent approximativement au 
20 moins 70%, et mieux encore au moins 80% de nucleotides 
identiques a ceux de la sequence nucleotidique representee 
par SEQ ID N°l, ou de sa sequence complementaire. 

On entend par " identite de nucleotide w , la 
comparaison, lorsque les deux brins sont alignes , de la 
25 sequence des nucleotides identiques presents sur les deux 
brins. On obtient de ce fait, en ramenant au nombre de 
nucleotides totaux, le pourcentage de nucleotides 
identiques, c'est a dire 1» identity de nucleotide. 

Un troisidme objet selon 1 1 invention concerne un 
30 ARNm transcrit a partir de la sequence d'ADN selon la 
definition du premier objet, et plus particulierement 
transcrit a partir de la sequence d'ADN representee par 
SEQ ID N°l, ledit ARNm codant pour I s enzyme OTBC decrite 
par SEQ ID N°2, ou pour un fragment ou une proteine 
35 modifiee de 1 'enzyme, et presentant une activite qui est 
equivalente a ladite enzyme dans la plante. 
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Un quatrieme objet selon 1' invention concerne un 
ARNm anti-sens transcrit a partir de la sequence d'ADN 
selon le second objet de 1' invention, comprenant des 
nucleotides qui sont complementaires de la totalite ou 
5 d'une partie des nucleotides constituant 1 ' ARNm natif, et 
capables de s'apparier avec ledit ARNm. 

Par - ARNm anti-sens "/on entend une sequence 
d'ARN qui est complementaire d'une sequence de bases d'un 
ARNm correspondant, complementaire dans le sens que chaque 
10 base (ou la majorite des bases) dans la sequence anti-sens 
(se lisant dans le sens 3- vers 5') est capable de 
s'apparier avec la base correspondante (G avec C, A avec 
U) dans la sequence d • ARNm se lisant dans le sens 5' vers 
3 1 

Un cinquieme objet selon 1' invention concerne une 
proteine ayant 1' activite de 1 • enzyme OTBC decrite par SEQ 
ID N°2, ou toute proteine modifiee deladite enzyme OTBC, 
particulierement par addition et/ou suppression et/ou 
substitution d'un ou plusieurs acides amines, ou tout 
20 fragment provenant de 1- enzyme OTBC ou d'une sequence 
modifiee de 1' enzyme, ledit fragment ou sequence modifiee 
presentant une activite enzymatique equivalente a celle de 

1' enzyme OTBC. 

Un sixieme objet selon 1 • invention concerne un 

25 complexe forme entre un ARNm anti-sens defini dans le 
quatrieme objet selon 1' invention, et un ARNm codant pour 
une enzyme OTBC dans la plante. 

Un septieme objet selon 1 ' invention est un ADN 
recombine comprenant une sequence d'ADN definie dans le 

30 premier objet selon 1- invention, ladite sequence etant 
inseree dans une sequence heterologue, lesdites sequences 
transcrivant tout ou partie d'une sequence ARNm codant 
pour tout ou partie de 1- enzyme OTBC, cette derniere ayant 
une activite enzymatique equivalente a 1- enzyme OTBC de la 

35 plante. 



Par u sequence heterologue " on entend, selon la 
presente invention, toute sequence pouvant etre couple par 
des enzymes , et servant de ce fait a inserer d • autres 
sequences presentant des activites diverses. 
5 Un huitieme objet selon 1 ' invention est un ADN 

recombine comprenant une sequence d' ADN definie dans le 
second objet selon 1' invention, ladite sequence etant 
inser^e dans une sequence heterologue, lesdites sequences 
transcrivant tout ou partie d'une sequence ARNm anti-sens 
10 capable de s'apparier avec un ARNm codant pour une enzyme 
OTBC dans la plante. 

Un neuvieme objet selon 1» invention est un ADN 
recombine dSfini dans le septieme ou huitiSme objet selon 
1 • invention comprenant les elements necessaires pour 
15 contrdler 1 'expression de la sequence inseree, 
particulierement une sequence promotrice et une sequence 
de terminaison de transcription desdites sequences. 

Un dixieme objet selon 1 ' invention concerne un 
vecteur de transformation de plantes, adapte pour 
20 augmenter la biosynthese des carotenoides, comprenant tout 
ou partie de la sequence nucieotidique de SEQ ID N°l comme 
d6finie dans le premier objet selon 1* invention, codant 
pour tout ou partie d'une enzyme impliquee dans la 
synthase des carotenoides, representee par SEQ ID N°2, 
25 precede par une origine de replication de la transcription 
des plantes, de maniere a ce que le vecteur puisse generer 
de 1 'ARNm dans les cellules des plantes. 

Un onzieme objet selon 1 • invention concerne un 
vecteur de transformation de plantes, adapte pour diminuer 
30 ou arreter la biosynthese des carotenoides , comprenant 
tout ou partie du brin de la sequence nucieotidique 
complementaire de SEQ ID N°l comme definie dans le second 
objet selon 1 • invention, precede par une origine de 
replication de la transcription des plantes, de maniere a 
35 ce que le brin complementaire transcrit puisse s'apparier 
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a l'ARNm codant pour 1- enzyme OTBC de la plante impliquee 
dans la synthese des carotenoides. 

L' invention peut done etre utilisee pour modifier 
la synthese des carotenoides, par exemple augmenter ou 
diminuer, voire arreter, la production des couleurs 
associees a la deshydrogenation du phytoene. Par exemple, 
1« inhibition de la couleur rouge dans les fruits tels que 
les tomates, par transformation avec un vecteur comprenant 
une sequence anti-sens, donne un fruit d'une couleur 
attrayante se rapprochant du jaune, come celle de 
certains poivrons. II existe deja des tomates jaunes de 
cette sorte, mais la presente invention fournit un moyen 
de transferer la caracteristique couleur dans des lignees, 
sans qu'un programme de reproduction prolonge ne soit 
15 necessaire et puisse de ce fait engendrer 1' alteration 
d'autres caracteristiques de la plante. 

L • augmentation de la synthese des carotenoides, 
par transformation avec un vecteur comprenant une sequence 
sens, peut permettre de produire des tomates de couleur 
plus rouge, ce qui peut apparaitre plus appetissant au 
consommateur. L' invention peut egalement servir a 
introduire une couleur rouge a l'interieur d'une plante, 
ailleurs que dans le fruit. L- augmentation de la synthese 
des carotenoides dans une plante peut etre effectuee en 
inserant une ou plusieurs copies f onctionnelles du gene 
d'ADN complementaire, ou le gene complet, sous controle 
d'un promoteur fonctionnel dans les cellules de plantes. 

Les vecteurs de transformation des plantes pour 
diminuer ou arreter la synthese des carotenoides, e'est a 
dire les vecteurs anti-sens, peuvent etre tres courts. 
Dans un mode de realisation pref erentiel, on choisira des 
sequences de bases homologues ayant une longueur d'au 
moins 10 bases. II n'existe pas de limite superieure 
theorique a la sequence de base, elle peut etre aussi 
35 longue que l'ARNm produit par la plante. Dans un mode de 
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realisation tres pref erentiel, on utilisera cependant des 
sequences de longueur comprise entre 100 et 1000 bases. 

Nous savons que les plantes mutantes chez qui le 
gene OTBC est inactif presentent un aspect panache, les 
plantes sont vertes et blanches. Nous proposons une 
application de la strategic antisens, qui vise a eliminer 
la production d'ARNm et done de proteine OTBC, qui 
viserait a produire des plantes au feuillage panache comme 
par exemple des plantes ornementales , de type Nicotiana ou 
Petunia ou toute autre plante ornementale, qui se prete a 
la transformation genet ique et qui pourrait recevoir une 
construction anti-sens dans le but d'empecher la 
production de la proteine OTBC. 

Les produits de recombinaison d'ADN peuvent etre 
15 fabriques en utilisant des techniques standards. Par 
exemple, la sequence d'ADN a trahscrire peut etre obtenue 
en traitant un vecteur contenant ladite sequence avec des 
enzymes de restriction pour couper le segment approprie. 
La sequence d'ADN de transcription peut egalement etre 
20 engendree en cyclisant et liant des oligonucleotides 
synthetiques ou en utilisant des oligonucleotides 
synthetiques dans une PCR (polymerase chain reaction) pour 
engendrer des sites de restriction a chaque extremite. La 
sequence d'ADN est alors clonee a 1 • interieur d'un vecteur 
25 contenant une sequence promotrice d' initiation et une 
sequence de terminaison. si 1 • on desire obtenir une 
sequence d'ADN anti-sens, le clonage sera effectue de 
maniere a ce que la sequence d'ADN coupee soit inversee 
par rapport a son orientaion dans le brin duquel elle a 
30 ete coupee. 

Dans un produit de recombinaison exprimant un ARN 
anti-sens, le brin qui etait initialement le brin matrice 
devient le brin codant, et vice versa. Le produit de 
recombinaison transcrira de ce fait un ARNm dont la 
35 sequence de base est complementaire de tout ou partie de 
la sequence de 1 • ARNm de 1 'enzyme. De ce fait, les deux 



brins d'ARN sont complementaires non seulement dans leurs 
sequences de bases mais egalement dans leur orientation 

( 5 ' vers 3 • ) • 

Dans un produit de recombinaison exprimant un ARN 
5 sens, la matrice et les brins transcrits gardent 
1- orientation du gene initial de la plante. Les produits 
de recombinaison exprimant de l'ARN sens transcrivent un 
ARNm ayant une sequence de base qui est homologue en tout 
ou partie avec la sequence de 1 * ARNm . Dans les produits de 
10 recombinaison exprimant l'enzyme f onctionnelle, la region 
codante complete du gene est reliee a des sequences de 
contreie de la transcription capables de s'exprimer dans 
la plante. 

Par exemple, les produits de recombinaison selon 
15 la presente invention peuvent etre fabriques comme decrit 
ci-apres. Un vecteur adapte contenant la sequence de base 
souhaitee pour la transcription, tel que notamment un 
clone d'ADN complementaire d'OTBC, est traite avec des 
enzymes de restriction pour couper la sequence. On clone 
20 alors 1 * ADN ainsi obtenu, dans une orientation inversee si 
on le souhaite, dans un second vecteur contenant la 
sequence promotrice souhaitee et la sequence de 
terminaison souhaitee. Comme promoteurs adaptes on peut 
citer le promoteur nomme 35S du virus du CaMV comme 
25 exemple de promoteur considere comme etant constitutif, le 
promoteur du gene de la polygalacturonase de tomate (voir 
Bird et al., 1998, Plant Molecular Biology, 11:651-662) 
comme exemple de promoteur implique dans la regulation des 
fruits, ou encore le promoteur du gene de la petite sous- 
30 unite de la ribulose bis-phosphate carboxylase comme 
exemple de promoteur exprime dans les tissus verts. Les 
sequences de terminaison comprennent le terminateur NOS du 

gene nopaline synthase. 

II peut etre interessant de modifier l'activite 
35 enzymatique de la plante durant seulement le developpement 
et/ou le murissement des fruits. L'utilisation d'un 
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promoteur constitutif tendra a modifier le taux et 
1 ' activite des enzymes dans toutes les parties de la 
plante transf ormee, alors que 1 'utilisation d'un promoteur 
specifique a un tissu controlera de maniere plus selective 
5 1 'expression du gene et modifiera l'activite, par exemple 
la coloration des fruits, De ce fait, en mettant en oeuvre 
1' invention, par exemple dans des poivrons, il sera adapte 
d'utiliser un promoteur qui permettra 1' expression 
spScif ique au cours du developpement et/ou le mflrissement 
10 des fruits. Enfin, l'ARN sens ou anti-sens sera alors 
produit seulement dans les organes de la plante oti l'on 
souhaite qu'il y ait une action. Comme promoteurs 
spgcifiques de developpement et ou de nulrissement des 
fruits qui peuvent etre utilises, on peut citer le 
15 promoteur de stimulation de la polygalacturonase (Demande 
de brevet internationnale publifee sous le numero WO 
92/08798), le promoteur E8 (Dieckman & Fiscer, 1998, EMBO, 
7:3315-3320) et le promoteur specifique des fruits 2A11 
(Pear et al., 1989, Plant Molecular biology, 13: 639-651). 
20 u " douzieme objet selon l 1 invention concerne une 

cellule de plante transformee par un vecteur defini dans 
le dixieme ou le onzieme objet selon 1" invent ion. 

L'homme de l'art dans la technique du genie 
gen6tique vfegfetal connait bien aujourd'hui les differentes 
25 techniques d'obtention de plantes genetiquement modifies. 
On sait que la paroi vegetale constitue une barridre 
m£canique naturelle particulierement ef f icace a la 
penetration de tout materiel etranger dans la cellule et, 
en particulier, a celle d'ADN. Les diff brents techniques 
30 spScifiques d' introduction de l'ADN dans la cellule 
vegStale sont par exemple 1 'utilisation de la bactferie 
Agrobacterium tumefaciens , 1 '61ectroporation de 

protoplastes, la micro-injection d'ADN nu, 1 'utilisation 
de canon a particules ou biolistique, ou la transformation 
35 de protoplastes. 
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Af in de pouvoir selectionner les cellules 
effectivement transf ormees , on introduit, en plus du gene 
codant pour le caractere que l'on recherche, un gene 
marqueur. On choisira pref erentiellement un gene conferant 
5 une resistance a un antibiotique. Les cellules sont alors 
selectionnees par culture sur un milieu contenant cet 
antibiotique. Seules les cellules possedant le gene de 
resistance pourront se multiplier. La presence du gene 
d'interet peut egalement etre verifiee par hybridation 
10 avec de l'ADN complementaire de l'ADN introduit. 

Le produit de recombinaison selon 1' invention est 
transf ere a 1' inter ieur d'une cellule de plante cible. La 
cellule de plante cible peut etre une partie d'une plante 
complete ou peut etre une cellule isolee ou partie d'un 
15 tissu qui peut etre regenere a 1'interieur d'une plante 
complete. La cellule de plante cible peut etre choisie 
parmi toute espece de plante monocotyledone ou 
dicotyledone. Les plantes adaptees comprennent toute 
plante portant des fruits, telles que notamment les 
tomates, les mangues, les peches, les pommes, les poires, 
les f raises, les bananes, les melons, les poivrons, les 
piments, le paprika, les plantes ayant des feuilles, des 
fleurs ou tout autre organe dans lesquels on souhaite 
modifier le contenu en carotenoides . 

Les produits de recombinaison selon 1 • invention 
peuvent etre utilises pour transformer toute plante, en 
utilisant toute technique adaptee pour transformer des 
plantes selon 1- invention. Les cellules des plantes 
monocotyledones et dicotyledones peuvent etre transformees 
de differentes manieres connues par l'homme de l'art. Dans 
la plupart des cas, les cellules de ces plantes, 
particulierement lorsque ce sont des cellules de plantes 
dicotyledones, peuvent etre mise en culture pour generer 
une plante entiere qui se reproduit par la suite en 
engendrant des generations success ives de plantes 
modifiees genetiquement . Tout precede adapte pour la 
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transformation des plantes peut etre utilise. Par exemple, 
les plantes dicotyledones, telles que la tomate et le 
melon, peuvent etre transf ormSes en utilisant le plasmide 
Ti Aqrobacterium . De telles plantes transformees peuvent 
se reproduire par croisement, ou par culture de cellule ou 
de tissu. 

Un treizieme objet selon 1' invention concerne une 
plante, ou fragment de plante, particulierement fruit, 
graine, petale, f euille, comprenant des cellules def inies 
selon le douzieme objet de l 1 invention. 

Les plantes ou fragments de plantes, genet iquement 
modif iees selon 1 1 invention avec un vecteur comprenant une 
sequence sens, notamment pour augmenter la production de 
carotenoides, comprennent un taux eleve en precurseur de 
la vitamine A par rapport au taux normal produit par la 
plante. 

Les carotenoides, outre leur role dans la couleur 
de la plante, ont egalement un rdle de protection des 
plantes contre les dommages que peut produire une haute 
intensite lumineuse. De ce fait, les plantes, contenant 
par modification genetique un taux plus eleve de ces 
carotenoides, peuvent presenter un grand interet pour les 
regions oil la culture s • effectue avec des changements de 
temperature importants . 

Les plantes modif iees genet iquement peuvent 
presenter des couleurs differentes, selon que l'on ait 
augments ou diminue la synthese des carotenoides. Plus 
particulierement, les produits de recombinaison de 1 'OTBC 
peuvent etre utilises pour stimuler ou inhiber la 
production des couleurs associ^es aux carotenoides 
produits lors des reactions de desaturation, par exemple 
le lycopene rouge, ou derives de produits comme la couleur 
jaune/orange associee au beta-carotene. La stimulation de 
la production des beta-carotenes, avec un produit de 
recombinaison sens de sur-expression, peut permettre de 
produire des poivrons de couleur jaune/orange, ou bien une 
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couleur determinee par un derive des beta-carotenes tel 
qu'un rouge plus intense, du fait de la biosynthese de 
capsorubine ou de capsanthine, ayant comme consequence que 
le consommateur trouvera ces poivrons plus appetissants . 
5 Comme exemple de plantes genetiquement modifiees 

selon la presente invention, on citera plus 
particulierement les plantes portant des fruits. Les 
fruits de ces plantes peuvent done etre rendues plus 
attirantes pour le consommateur, en stimulant ou 
10 intensifiant a 1" inter ieur une couleur specif ique. Comme 
autres plantes qui peuvent etre modifiees genetiquement, 
on peut citer les tubercules tels que les radis, les 
navets et les pommes de terre, de meme que les cereales 
tels que le mais, le ble, l'orge et le riz. 
15 Les plantes modifiees genetiquement selon 

1- invention, peuvent egalement contenir d- autres produits 
de recombinaison, par exemple des produits de 
recombinaison ayant d- autres effets, notamroent sur le 
mdrissement des fruits. Par exemple, des fruits ayant une 
20 couleur plus intense, modifies selon la presente 
invention, peuvent egalement contenir des produits de 
recombinaison, soit qui inhibent la production de 
certaines enzymes telles que la polygalacturonase et la 
pectinesterase, soit qui inter ferent avec la production 
25 d'ethylene. Les fruits qui contiennent ces deux types de 
produits de recombinaison peuvent etre engendres, soit par 
des transformations successives, soit en croisant deux 
varietes qui contiennent chacune un des produits de 
recombinaison, puis en selectionnant parmi la descendance 
30 ceux qui contiennent les deux produits de recombinaison. 

un quatorzieme objet selon 1' invention concerne un 
precede pour modifier la production de carotenoides dans 
une plante, soit en augmentant la production de 
carotenoides, soit en abaissant ou inhibant la production 
35 de carotenoides par la plante, relativement au contenu 
normal de carotenoides produits par la plante, ledit 



procede comprenant la transformation de cellules desdites 
plantes a transformer avec un vecteur defini dans le 
dixidme et le onzidme objet selon l 1 invent ion. 

Un quinzieme objet selon 1 1 invention concerne un 
procede pour produire des carot^noides dans une cellule de 
plante, ou eucaryote ou procaryote, ledit procede 
comprenant la transformation de cellules desdites plantes, 
des cellules eucaryotes ou procaryotes a transformer avec 
un vecteur dfefini dans le dixieme objet selon 1' invention. 

lies beta-carotenes , produits par un organisme 
eucaryote ou procaryote exprimant un produit de 
recombinaison codant pour l f enzyme OTBC, peuvent §tre 
extraits pour etre utilises en tant que colorant, anti- 
oxydant ou precurseur de la vitamine A. 

La figure 1 presente la sequence d • ADNc et la 
sequence decides amines correspondante de OTBC. Le 
potentiel peptide N-terminal de transit du chloroplaste 
est soulignS. Le point probable de clivage est indique par 
une 6toile (*) . Les triangles ouverts indiquent la 
position des introns. 

La figure 2 montre la comparaison entre la 
proteine OTBC et la proteine AOX de la graine de soja. (+) 
indique les acides amines similaires. Les acides amines 
presentes dans une boite font partie des domaines en 
hfelice transmambranaire predits. Les motifs de liaison du 
fer sont surlignes. 

Exemple 1 : Detail du clonage du locus codant pour 
la proteine OTBC 

1- Isolement du mutant. 

On a provoque la mutation par 1 1 utilisation d 9 un 
transposon introduit dans le genome de la plante 
Arabidopsis thallana cultivar landsb&rg-erecta. 

Cette technique est largement decrite dans une 
reference (Long, D. , Martin, M. , Sundberg, E. , Swinburne, 



15 



j., Puangsomlee P., and Coupland, G. (1993) The maize 
transposable element system Ac/ Ds as a mutagen in 
Arabidosis identification of an albino mutation induced 
by Ds insertion. Pro. Natl. Science USA, 10, 10370-10374) 
5 et a ete effectuee par d'autres au laboratoire de George 
Coupland au John Innes Centre for Plant Science, Colney, 
Norwich, NR4 7UH, Nordwich, Grande-Bretagne. 

La transposition de 1' element transposable 
Dissociator (Ds) utilise ici a ete declenchee par la 
10 production de la proteite transposase (ou Transposase de 
1« element Activator, Ac). 

Parmi la descendance d'une plante ayant subi la 
transposition de 1' element Ds, on a identifie plusieurs 
plantes a 1- aspect mutant albinos, different du sauvage 
15 par 1' absence de pigmentation verte (chlorophylle) . On a 
egalement identifie des plantes d' aspect sauvage mais qui 
transmettent la mutation a leur descendance. Ces plantes 
sont identifies comme heterozygotes, portant la mutation 
sur un seul chromosome. Les plantes homozygotes ont un 
20 phenotype mutant et portent la mutation sur les deux 
chromosomes homologues. 

2-Test de Liaison de la mutation a 1« element 

transposable Ds. 

Cette experience a ete faite dans le but de 

25 prouver que la mutation observee est causee par 
1- insertion de 1- element Ds dans un gfcne necessaire au bon 
fonctionnement de la plante et a son aspect sauvage. 

L' element transposable, ou transposon, Ds est 
construit de facon a porter un g&ne de resistance a 

30 1'antibiotique hygromycine (decrit dans les references 
precedentes) . On a fait pousser la descendance de 35 
plantes heterozygotes qui portent la mutation albinos sur 
un milieu gelose contenant une dose letale d- hygromycine, 
toutes les plantes qui portent la mutation sont aussi 

35 resistantes a 1 'hygromycine. On en tire la conclusion que 



la mutation est liee au gene de resistance porte par le 
transposon. 

On a isole une portion d 1 ADN de plante resistante 
a l^ntibiotique hygromycine, jouxtant le transposon. Ceci 
5 a £tS fait selon la methode IPCR ou PCR-inverse d^crite 
dans les references pr6c#dentes. 

Par experience dite de "Southern blot", on a 
remarquS que les lignees qui portent la mutation ont une 
alteration de 1 1 ADN genomique. Cette alteration est 
10 rSvelee lorsque l'on utilise comme "sonde" la portion 
d 'ADN isolee jouxtant le transposon. 

3- Isolement du gene 

On a, en utilisant une methode de criblage de 
banque d 1 ADN genomique, isolfe un clone contenant un 
15 fragment d 1 ADN genomique pouvant contenir la version 
sauvage inalteree du gfene interrompu chez le mutant. 

La banque d ' ADN criblee a ete construite par 
d'autres, elle est decrite dans publication de Whitelam, 
G.C., Johnson, E. , Peng, J., Carol P., Anderson, M.L., 
20 Cowl, J.S. & Harberd, N.P. (1993) Phytochrome A null 
mutants of Arabidopsis display a wild-type phenotype in 
white light. The Plant Cell 5, 757-768. 

Nous avons determine la sequence totale d • un 
fragment de restriction obtenu par digestion enzymatique 
25 du clone d 'ADN genomique par 1' enzyme EcoR I. La sequence 
obtenue couvre 3 000 paires de bases. Parmi ces 3 000 paires 
de base, on trouve une partie identique a la sequence du 
fragment bordure prealablement isole, conf irmant 
l'identite entre 1 1 ADN isolS et le gene interrompu par le 
30 transposon. 

4- Isolement et caracterisation de la sequence 

codante . 

Nous avons utilise une banque d'ADNc, qui est une 
banque commerciale vendue par CLONTECH Laboratories, Inc.. 
35 II s 1 agit d 1 une banque d 1 ADNc f aite a partir d • ARNm 
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extrait d- Arabidopsis thaliana, transformes en ADNc, puis 
clones dans le vecteur plasmidique pGADlO. 

A partir de cette banque de donnees d 1 ADNc , et 
selon les techniques habituelles, utilisant le gene 
5 identify precedemment comie sonde, nous avons isole 
plusieurs clones contenant un ADNc d'une taille d- environ 
1400 paires de bases. 

Nous avons determine la sequence totale de l'ADNc 
et avons montre qu'il est entiereroent compris dans le 
10 fragment d'ADN genomique prealablement identifie. Nous 
avons place la partie codante (ou exons) et la partie non 
codante (introns) du gene sur la sequence du gene. Le gene 
porte 9 exons et 8 introns. L« insertion du transposon Ds 
est identifiee au debut du deuxieme exon et vient done 
15 interrompre la partie codante du gene. 

La sequence de l'ADNc presente un potentiel codon 
de depart suivi par un cadre de lecture ouvert de 3 50 
acides amines, codant pour une proteine potentielle de 39 
kDa que nous avons nomme OTBC. Une recherche d' homologie 
20 en utilisant le programme blastp ( (Altshul et al. (1997), 
Gapped BLAST and PSI-BLAST : a new generation of protein 
database search programs Nucleics Acids Res. 25, 3389- 
3402) a revele une homologie faible mais significative 
avec des polypeptides appartenant a la famille des 
25 proteines oxydase alternative ou terminale oxydase de 
mitochondries (AOX) . Aucune autre homologie significative 
n'a ete trouvee. L'homologie commence a l'acide amine 111 
et presente 29% d'identite (45% de similarite) avec 
1' oxydase de soja. Malgre la faible identite avec la 
30 proteine AOX, une recherche par ordinateur de structures 
secondaires et des domaines potentiels de la signification 
biologique ont revele une similarite structurale entre la 
proteine OTBC et AOX. Des domaines en helice 
transmembranaire trouves dans AOX sont situes a des 
35 positions similaires sur la sequence peptidique de l'OTBC, 
suggerant une localisation membranaire de OTBC et 
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egalement une configuration similaire a AOX dans la 
membrane. De plus, un motif de liaison du fer se trouve 
conserve entre OTBC et AOX. L • alignement des sequences 
entre les proteines OTBC et AOX montre une insertion de 19 
5 acides amines dans la protfeine OTBC qui correspond a une 
partie des exons 7 et 8. 

La sequence N-terminale de la proteine OTBC 
presente les caract^ristiques d'un peptide de transit du 
chloroplaste, qui est riche en leucine, arginine et 

10 serine/threonine. Une analyse par ordinateur du potent iel 
peptide de transit (psort software, Nakai and Kanehisa, 
1992) a suggere une cible possible de OTBC au niveau des 
compartiments des thylakoides du chloroplaste. 
5- Identification de la mutation. 

15 L 1 aspect du mutant est proche de celui d'un mutant 

d6ja d^crit dans la litterature: le mutant " immutans" , 
Wetzel CM., Jiang C-Z., Meehan L.J. , Voytas D.L., 
Rodermel S.R. (1994) Nuclear-organelle interactions: the 
immutans variegation mutant of Arabidopsis is plastid 

20 autonomous and impaired in carotenoid biosynthesis, Plant 
Journal 6, 161-175. 

Nous avons croisfe le mutant "immutans" (allele 
spotty , reference precedente) avec celui que nous avons 
isol£. La descendance du croisement est d 1 aspect mutant, 

25 ce qui est un r§sultat attendu si les deux mutations 
affectent le m§me gene. Nous pouvons af firmer que le gene 
identifie correspond a la version sauvage du locus 
IMMUTANS et que le mutant obtenu porte une version 
interrompue du gdne dont le produit est alors inactif . 

30 

Exemple 2 : Construction d'un vecteur de 
1' invention par introduction d'ADNc codant pour l'OTBC de 
poivron dans un vecteur d v expression de plantes 
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Le vecteur pBI121 (commercialism par Clontech 
laboratories, Inc) est un vecteur adapte a cette 

construction . 

II comporte une region T-DNA que la bacterie 
Agrobacterium tumefaci&ns peut transferer dans le genome 
des plantes. 

Cette region T-DNA comporte entre autre un 
promoteur constitutif (le promoteur nomme 35S du virus 
CaMV) , le gene GUS suivi du terminateur NOS (du gene 
nopaline synthase). Le gene GUS ne presentant aucun 
interet dans 1* invention est remplace par un ADNc codant 
pour l'OTBC. Cet ADNc sera done place sous le contrdle du 
promoteur 35S et du terminateur NOS. 

Tout autre promoteur constitutif ou non (dans ce 
dernier cas, il devra etre specif ique de l'organe dont on 
souhaite modifier les proprietes) et tout autre 
terminateur sont egalement utilisables. 

Un ADNc codant pour l'OTBC a ete sous-clones 
originellement dans le site de restriction Notl du 
plasmide bacterien pBluescriptKS : il a ainsi ete flanque 
de sites de coupures BamHl en 5 • et Sacl en 3 • . 

Cet ADNc est excise du plasmide pBluescriptKS par 
les enzymes de restriction BamHl et Sacl. Ce fragment 
BamHI-Sacl est insere dans le vecteur pBI121 lui-meme 
coupe par ces enzymes : le site BamHl se trouve en 3 • du 
promoteur 3 5S et en 5' du gene GUS, le site Sacl se trouve 
en 3' du gene GUS et en 5 • du terminateur NOS. 

Apres ligation, sont selectionnes les derives du 
vecteur pBI121 dans lequel l'ADNc codant pour l'OTBC 
(e'est-a-dire sans intron) a remplace le gene GUS. 

Exemple 3 s Transformation d'une cellule de plante 
pour obtenir une cellule transf ormee de 1« invention. 

Le vecteur de transformation de plante derive de 
PBI121 obtenu a 1- exemple 2 est introduit dans la souche 
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d 1 Agrobacterium LBA4404 par electroporation. La souche 
recombinante est select ionnSe en presence de 50 iiq/ml de 
kanamycine. 

Cette souche transformee d 1 Agrobacteriura est 
5 utilisee pour la transformation de cellules de plantes, 
par exemple de tabac. 

La technique utilisee a cet effet et qui peut etre 
remplacee par toute autre technique de transformation, est 
celle de 1" infection de disques foliaires de plantules de 

10 tabac cultivees in vitro. Les cellules transforraees de 
plantes sont select ionnees en presence de kanamycine. 
Agrobacterium est elimine par 1 1 antibiotique cefotaxime. 
Les disques foliaires sont cultives sur milieu de culture 
vegetale en presence d 1 hormones vegetales (auxine et 

15 cytokinines) favorisant la croissance de cal, Les cals 
issus de la croissance des cellules transformees sont 
utilises pour la regeneration de plantes entieres par les 
techniques classiques. Par exemple, les cals sont 
transferes sur milieu de culture vegetale en presence de 

20 cytokinine pour induire la formation de pousses. Celles-ci 
sont ensuite coupees et transferees sur milieu de culture 
vegetale sans hormone afin de regenerer des racines. les 
antibiotiques kanamycine (afin de sSlectionner la 
croissance de tissus transformes) et cefotaxime (afin 

25 d'filiminer completement Agrobacterium) sont maintenus 
pendant toutes ces phases de culture. 

Les plantes transformees sont mises en culture 
stferilement en presence de kanamycine et cefotaxime puis 
sont transferees en terre et cultivees en serre jusqu 1 a la 

30 rfecolte des graines. La presence du transgene a ete 
confirmee par hybridation de l'ADN genomique de ces 
plantes avec une sonde specif ique issue du vecteur de 
transformation utilise. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT : 

(A) NOM : UNIVERSITE JOSEPH FOURIER (Grenoble 1) 

(B) RUE : CERMO - 460, RUE DE LA PISCINE - Domaine Universitaire 

(C) VILLE : SAINT MARTIN DUERES - GRENOBLE 

(E) PAYS : FRANCE 

(F) CODE POSTAL : 38400 

(ii) TTTRE DE V INVENTION : ADN et ARNm correspondant, codant pour ^enzyme o^ase 
w terminate associee a la biosynthese des carotenoides (OTBC) 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES : 2 

(iv) FORME DECHJFFRABLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT : Floppy disk 

(B) ORDINATEUR : IBM PC compatible 

x 5 (C) SYSTEME D' EXPLOITATION : PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL : Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 1 : 

» 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 1396 paires de bases 
20 (B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(iv) ANTI-SENS : NON 



(vi) ORIGINE : 

(B) SOUCHE : Arabidopsis thaliana 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 1 : 

CCGCTCACAT TGGGATTCGT CATTCTTCTT CTAAAACCCG CAAAATTTCT CCATTTCTAC 60 
CAAAAATATC CAACTTTTAC TTTTCTTTCC TGTGAAATTA TCTGCTCAAA TCTTTGGTTC 120 

5 

CTGACGGAGA TGGCGGCGAT TTCAGGCATC TCCTCTGGTA CGTTGACGAT TTCACGGCCT 180 
TTGGTTACTC TTCGACGCTC TAGAGCCGCC GTTTCGTACA GCTCCTCTCA CCGATTGCTT 240 
1 0 CATCATCTTC CTCTCTCTTC TCGTCGTCTG CTATTAAGGA ACAATCATCG AGTCCAAGCA 300 
ACGATTTTGC AAGACGATGA AGAGAAAGTG GTGGTGGAGG AATCGTTTAA AGCCGAGACT 360 
TCTACTGGTA CAGAACCACT TGAGGAGCCA AATATGAGTT CTTCTTCAAC TAGTGCTTTT 420 

15 

GAGACATGGA TCATCAAGCT TGAGCAAGGA GTGAATGTTT TCCTTACAGA CTCGGTTATT 480 
AAGATACTTG ACACTTTGTA TCGTGACCGA ACATATGCAA GGTTCTTTGT TCTTGAGACA 540 

2 0 ATTGCTAGAG TGCCTTATTT TGCGTTTATG TCTGTGCTAC ATATGTATG A GACCTTTGGT 600 

TGGTGGAGGA GAGCAGATTA TTTGAAAGTA CACTTTGCTG AGAGCTGGAA TGAAATGCAT 660 
CACTTGCTCA TAATGGAAGA ATTGGGTGGA AATTCTTGGT GGTTTGATCG TTTTCTGGCT 720 

25 

CAGCACATAG CAACCTTCTA CTACTTCATG ACAGTGTTCT TGTATATCTT AAGCCCTAGA 780 
ATGGCATATC ACTTTTCGGA ATGTGTGGAG AGTCATGCAT ATGAGACTTA TGATAAATTT 840 

3 0 CTCAAGGCCA GTGGAGAGGA GTTGAAGAAT ATGCCTGCAC CGGATATCGC AGTAAAATAC 900 

TATACGGGAG GTGACTTGTA CTTATTTGAT GAGTTCCAAA CATCAAGAAC TCCCAATACT 960 
CGAAGACCAG TAATAGAAAA TCTATACGAT GTGTTTGTGA ACATAAGAGA TGATGAAGCA 1020 

35 

GAACACTGCA AGACAATGAG AGCTTGTCAG ACTCTAGGCA GTCTGCGTTC TCCACACTCC 1080 
ATTTTAGATG ATGATGATAC TGAAGAAGAA TCAGGGTGTG TTGTTCCTGA GGAGGCTCAT 1 140 

4 0 TGCGAAGGTA TTGTAGACTG CCTCAAGAAA TCCATTACAA GTTAATAAAT TAGAAAGTAA 1200 

ACTAAAAAAG ATTATTTGTA TCAGCTCATG AACAATAGAT ATAATCCCAT ATACTTGGGA 1260 
ATAAAGGAAT AATGTGAAAT TCCCATCGTT GTGCTAGTGT GTGAGAGAAT CAAATACCCT 1320 
AATGATGTAA ATGTACTTTG ATGAGCTTAA GTCGTTGTAG ACCATTTTAT CAAAAAAAAA 1380 
AAAAAAAAAA AAAAAA 1396 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 2 : 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 351 acides amines 

(B) TYPE : acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

5 (ii) TYPE DE MOLECULE : proline 

(iv) ANTI-SENS : NON 

(v) TYPE DE FRAGMENT : interne 

(vi) ORIGINE : 

(B) SOUCHE : Arabidopsis thaliana 

1 0 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 2 : 



Met Ala Ala He Ser Gly He Ser Ser Gly Thr Leu Thr He Ser Arg 
15 10 15 
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Pro Leu Val Thr Leu Arg Arg Ser Arg Ala Ala Val Ser Tyr Ser Ser 
20 25 30 

Ser His Arg Leu Leu His His Leu Pro Leu Ser Ser Arg Arg Leu Leu 
35 40 45 



20 Leu Arg Asn Asn His Arg Val Gin Ala Thr He Leu Gin Asp Asp Glu 

& 50 55 60 



Glu Lvs Val Val Val Glu Glu Ser Phe Lys Ala Glu Thr Ser Thr Gly 
65 70 75 80 

Thr Glu Pro Leu Glu Glu Pro Asn Met Ser Ser Ser Ser Thr Ser Ala 
85 90 95 

Phe Glu Thr Tip He lie Lys Leu Glu Gin Gly Val Asn Val Phe Leu 
100 105 110 

Thr Asp Ser Val He Lys lie Leu Asp Thr Leu Tyr Arg Asp Arg Thr 
115 120 125 

3 5 Tvr Ala Arg Phe Phe Val Leu Glu Thr He Ala Arg Val Pro Tyr Phe 

130 135 140 



Ala Phe Met Ser Val Leu His Met Tyr Glu Thr Phe Gly Trp Trp Arg 
145 150 155 160 
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Arg Ala Asp Tyr Leu Lys Val His Phe Ala Glu Ser Trp Asn Glu Met 
165 170 175 

His His Leu Leu De Met Glu Glu Leu Gly Gly Asn Ser Tip Tip Phe 
180 185 190 

Asp Arg Phe Leu Ala Gin His He Ala Thr Phe Tyr Tyr Phe Met Thr 
195 200 205 

Val Phe Leu Tyr He Leu Ser Pro Arg Met Ala Tyr His Phe Ser Glu 
210 215 220 

Cys Val Glu Ser His Ala Tyr Glu Thr Tyr Asp Lys Phe Leu Lys Ala 
225 230 235 240 

Ser Gly Glu Glu Leu Lys Asn Met Pro Ala Pro Asp He Ala Val Lys 
245 250 255 

Tyr Tyr Thr Gly Gly Asp Leu Tyr Leu Phe Asp Glu Phe Gin Thr Ser 
260 265 270 

Arg Thr Pro Asn Thr Arg Arg Pro Val He Glu Asn Leu Tyr Asp Val 
275 280 285 

Phe Val Asn He Arg Asp Asp Glu Ala Glu His Cys Lys Thr Met Arg 
290 295 300 

Ala Cys Gin Thr Leu Gly Ser Leu Arg Ser Pro His Ser He Leu Asp 
305 310 315 320 

Asp Asp Asp Thr Glu Glu Glu Ser Gly Cys Val Val Pro Glu Glu Ala 
325 330 335 

His Cys Glu Gly He Val Asp Cys Leu Lys Lys Ser He Thr Ser 
340 345 350 
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REVEND X CAT I ONS 
1. Sequence d'ADN, comprenant au moins une region 
codante constitute par: 

- la sequence nucleotidique representee par SEQ ID 
N° 1, transcrivant un ARNm, cet ARNm codant pour !• enzyme 
Oxydase Terminale associee a la Biosynthese des 
Carotenoides (OTBC) decrite par SEQ ID N°2, 

- la sequence nucleotidique modifiee de la 
sequence SEQ ID N°l, telle que decrite ci-dessus, 
particulierement par mutation et/ou addition et/ou 
suppression et/ou substitution d'un ou de plusieurs 
nucleotide (s ) , cette sequence modifiee transcrivant un 
ARNm lui-meme codant pour l'OTBC decrite par SEQ ID N°2, 
ou codant pour une proteine modifiee de ladite OTBC, 

15 ladite proteine modifiee ayant une activite enzymatique 
equivalence a celle de l'OTBC decrite par SEQ ID N°2. 

( 2j Sequence d 1 ADN comprenant au moins une region 
codante 66nstitu6e par: 

- la sequence nucleotidique complement a ire de 
20 celle representee par SEQ ID N°l, cette sequence 

transcrivant un ARNm anti-sens capable de s^ybridrer avec 
1 'ARNm cod6 par la sequence SEQ ID N° 1, 

- la sequence nucleotidique modifiee de la 
sequence decrite ci-dessus, par mutation et/ou addition 

25 et/ou suppression et/ou substitution d'un ou plusieurs 
nucleotide (s ) , cette sequence modifiee transcrivant un 
ARNm anti-sens capable de s»hybrider avec un ARNm 
mentionne ci-dessus , 

un fragment de l'une des sequences 
nucieotidiques mentionnees ci-dessus , ledit fragment 
transcrivant un ARNm anti-sens capable de s'apparier avec 
1 1 ARNm code par la sequence complement a ire de SEQ ID N°l. 

3. ARNm transcrit a partir de la sequence d 1 ADN 
selon la revendication 1, et plus particulierement 
35 transcrit a partir de la sequence d 1 ADN complementaire 
representee par SEQ ID N°l, ledit ARNm codant pour 
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l'enzyme OTBC decrite par SEQ ID N°2, ou pour un fragment 
ou une proteine modifiee de 1' enzyme, et presentant une 
activite qui est equivalente a ladite enzyme dans la 
plante. 

5 4. ARNm anti-sens transcrit a partir de la 

sequence d'ADN complementaire selon la revendication 2, 
comprenant des nucleotides qui sont complementaires de la 
totality ou d ! une partie des nucleotides constituant 
1 'ARNm natif, et capables de s'hybrider avec ledit ARNm. 

10 i 5. j Proteine ayant 1' activity de 1' enzyme OTBC 

native decrite par SEQ ID N°2, ou toute proteine modifi€e 
de ladite enzyme OTBC, particulierement par addition et/ou 
suppression et/ou substitution d'un ou plusieurs acides 
amines, ou tout fragment provenant de 1 1 enzyme OTBC ou 

15 d'une sequence modifiee de 1' enzyme, ladite proteine 
modifiSe ou fragment presentant une activite enzymatique 
equivalente a celle de 1' enzyme OTBC. 

6. Complexe forme entre un ARNm anti-sens selon la 
revendication 4, et un ARNm codant pour une enzyme OTBC 

20 dans la plante. 

7. ADN recombine caracterise en ce qu'il comprend 
une sequence d'ADN selon la revendication 1, ladite 
sequence etant ins6r6e dans une sequence heterologue, 
lesdites sequences transcrivant tout ou partie d'une 

25 sequence ARNm codant pour tout ou partie de 1' enzyme OTBC, 
cette derniere ayant une activite enzymatique equivalente 
a 1' enzyme OTBC de la plante. 

8. ADN recombine caracteris6 en ce qu'il comprend 
tout ou partie d'une sequence d'ADN selon la revendication 

3 0 2, ladite sequence etant inseree dans une sequence 
h&terologue, lesdites sequences transcrivant tout ou 
partie d'une sequence ARNm anti-sens capable de s'apparier 
avec un ARNm codant pour une enzyme OTBC dans la plante. 

9. ADN recombine selon la revendication 7 ou 8, 
35 caracterise en ce qu'il comprend les elements necessaires 

pour contrdler !• expression de la sequence nucleotidique 



27 



ins^ree, particulierement une sequence promotrice et une 
sequence de terminaison de transcription. 

10. Vecteur de transformation de plantes, adapte 
pour augxtienter la biosynthese des carotenoides, comprenant 

5 tout ou partie de la sequence nucleotidique SEQ ID N°l 
selon la revendication 1, codant pour tout ou partie d'une 
enzyme impliqufee dans la synthese des carotenoides, 
decrite par SEQ ID N°2, precede par une origine de 
replication de la transcription des plantes, de maniere a 
10 ce que le vecteur puisse generer de l'ARNm dans les 
cellules des plantes. 

11. Vecteur de transformation de plantes, adapte 
pour diminuer ou arreter la biosynthese des carotenoides, 
comprenant tout ou partie du brin de la sequence 

15 nucleotidique complementaire de SEQ ID N°l selon la 
revendication 2, precede par une origine de replication de 
la transcription des plantes, de maniere a ce que le brin 
complementaire transcrit puisse s'apparier a l'ARNm codant 
pour l 1 enzyme OTBC de la plante impliquee dans la synthase 

2 0 des carotfenoides. 

12. Cellule de plante transformee par un vecteur 

selon la revendication 10 ou 11. 

13. Plante, ou fragment de plante, 
particulierement fruit, graine, petale, feuille, 

25 comprenant des cellules selon la revendication 12. 

14. Proced6 pour modifier la production de 
carotenoides dans une plante, soit en augmentant la 
production de carotenoides, soit en abaissant ou inhibant 
la production de carotenoides par la plante, relativement 

30 au contenu normal de carotenoides produits par la plante, 
ledit proc^de comprenant la transformation de cellules 
desdites plantes a transformer avec un vecteur selon la 
revendication 10 ou 11. 

15. Proc6d6 pour produire des carotenoides dans 
35 une cellule de plante, ou eucaryote ou procaryote, ledit 

proofed^ comprenant la transformation de cellules desdites 
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plantes, des cellules eucaryotes ou procaryotes 
transformer avec un vecteur selon la revendication 10. 




FIG1 1/2 

CCG CTC ACA TTG GGA TTC GTC ATT CTT CTT CTA AAA CCC GCA AAA TTT CTC CAT TTC TAC 

CAA AAA TAT CCA ACT TTT ACT TTT CTT TCC TGT GAA ATT ATC TGC TCA AAT CTT TGG TTC 

CTC ACG GAG ATG GCG GCG ATT TCA GGC ATC TCC TCT GGT ACG TTG ACG ATT TCA CGG CCT 
m » A T s G I S S G X h 1 1 S B E 

TTG GTT ACT CTT CGA CGC TCT AGA GCC GCC GTT TCG TAC AGC TCC TCT CAC CGA TTG CTT 

T . u t i. r r s r a — a — a — s — x — s — s — s — u — b — u — l 

CAT CAT CTT CCT CTC TCT TCT CGT CGT CTG CTA TTA S AAC AAT CAT CGA GTC CAA GCA 

h « t. p t- « s » » T - ^ — B — 11 — u — H — B — * — 0 * ft 

ACG ATT TTG CAA GAC GAT GAA GAG AAA GTG CTG GTG GAG GAA TCG TTT AAA GCC GAG ACT 
T ILQDDEEKV VVEESFKAET 

TCT ACT GGT ACA GAA CCA CTT GAG GAG CCA AAT ATG AGT TCT TCT TCA ACT AGT GCT TTT 
STGTEPLEEPNMSSSST SAF 

GAG ACA TGG ATC ATC AAG CTT GAG CAA GGA GTG AAT GTT TTC CTT AC^AC TCG GTT ATT 
ETWIIKLEQGVNVFLTDSVI 

AAG ATA CTT GAC ACT TTG TAT CGT GAC CGA ACA TAT GCA AGG TTC TTT GTT CTT GAG ACA 
K j LD TLYRDRTYARFFVLET 

ATT GCT AGA GTG CCT TAT TTt'gCG TTT ATG TCT GTG CTA CAT ATG TAT GAG ACC TTT GGT 
I ARVPYFAFMSVLHMYETFG 

TGG TGG AGG AGA GCA GAT TAT TTG SAA GTA CAC TTT GCT GAG AGC TGG AAT GAA ATG CAT 
WWRRADYLK VHFAESWNEMH 

CAC TTG CTC ATA ATG GaJLa TTG CGT GGA AAT TCT TGG TGG TTT GAT CGT TTT CTG GCT 
H LLIMEEL .GGNSWWFDRFLA 

CAG CAC ATA GCA ACC TTC TAC TAC TTC ATG ACA GTG TTC TTG TAT ATC TTA AGC CCT AGA 
CHIATFYYFMTVFLYILSPR 

ATC GCA "tAT CAC TTT TCG GAA TGT GTG GAG AGT CAT GCA TAT GAG ACT TAT GAT AAA TTT 
MAYHFSECVESHAYETYDKF 



CTC AAG GCC AGT GGA^G GAG TTG AAG AAT ATG CCT GCA CCG GAT ATC GCA GTA AAA TAC 
LKASGEELKNMPAPDIAVKY 

TAT ACG GGA GGT GAC TTG TAC TTA TTT^GAT GAG TTC CAA ACA TCA AGA ACT CCC AAT ACT 
YTGGDLYI.FDEFQT SRTPKT 

CGA AGA CCA GTA ATA S AAT CTA TAC GAT GTG TTT GTG AAC ATA AGA GAT GAT GAA GCA 
R RPVIENI.YDVFVNI RDDEA 

GAA^CAC TGC AAG ACA ATG AGA GCT TGT CAG ACT CTA GGC AGT CTG CGT TCT CCA CAC TCC 
EHCKTMRACQTLGSLRSPHS 

ATT^TTA GAT GAT GAT GAT ACT GAA GAA GAA TCA GGG TGT GTT GTT CCT GAG GAG GCT CAT 
x L D DD DTE EES GCVV PEEAH 

TGC^GAA GGT ATT GTA GAC TGC CTC AAG AAA TCC ATT ACA AGT TAA TAA ATT AGA AAG TAA 
CEGIVDCLKKSITS 

ACT 1 AAA AAA GAT TAT TTG TAT CAG CTC ATG AAC AAT AGA TAT AAT CCC ATA TAC TTG GGA 

At" AAG GAA TAA TGT GAA ATT CCC ATC GTT GTG CTA GTG TGT GAG AGA ATC AAA TAC CCT 
1321 

AAT GAT GTA AAT GTA CTT TGA TGA GCT TAA GTC GTT GTA GAC CAT TTT ATC AAA AAA AAA 
1381 

AAA AAA AAA AAA AAA A 
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